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卵管における卵黄膜外層 タンパ ク質の分泌部位の解析
内藤 洋子,橋 本 康代,木 戸 詔子
The Secretory Regions of Vitelline Membrane Outer Layer Proteins in the Oviduct
Yoko Naito, Yasuyo Hashimoto and Shoko Kido
  To clarify the formation of the vitelline membrane outer layer we examined the proteins 
secreted from hen oviduct by using Western blotting analysis. Antibodies were elicited against 
vitelline membrane outer layer protein-I (VMO-I) and against the one of subunit (S  8) of ovomu-
cin obtained from albumen. It was found that VMO-I was mostly secreted from the middle region of 
the infundibulum. On the contrary, S 8 was secreted from the lower region of the infundibulum 
over the lower region of the magnum. These findings indicated that 1) VMO—I is present in the 
infundibulum prior to the formation of the outer layer, 2) the chalaziferous layer is formed at the 
upper region in the magnum, 3) the albumen is formed at the middle region to the lower region in 
the magnum.
 ニワ トリの卵黄膜は卵黄を包む半透明な膜 で,卵
白と卵黄を仕切 る境膜 としての役割を果すだけでな
く,胚 の発生に重要な栄養の運搬や受精 の際 の精子
の認識1～4),多 受精防止5,6)な ど,多 くの重要な役
割を担 っている。
 卵黄膜(vitelline membrane)は,卵 黄に接す る
卵黄膜内層(内 層:inner membrane)と 卵 白に接
する卵黄膜外層(外 層:outer membrane)の2層
か ら構成され,こ の2層 の間には極めて薄い連続層
(continuous membrane)カ ミ存在す る7,8)。内層 は太
い繊維 の三次元的網 目構造をとっているのに対 し,
外層は微細な繊維からなる二次元的格子構造が重層
した構造を と り,そ れ ぞれ 約4μmの 厚 さを もっ





白タンパ ク質が分泌され,峡 部では卵殻膜,卵 殻腺
部(子 宮)で は卵殻が形成 され放卵され るil)0
 内層 は4種 の糖 タンパ ク質(GP-1～GP-N)か
ら構成 されてい るが,外 層はオボムシン繊維を基本
骨格 と し,塩 基性 タ ンパ ク質である リゾチ ーム,
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VMO-1お よびVMO一 皿(vitelline membrane outer
layer protein-1,一 五)が イオ ン結合 している12,13)0
外層 のオボムシンは,卵 黄膜 の外層構造に重要な役
割を果 している8)。卵 白やカ ラザにもオボムシンは




るサブユニッ トの構成割合に も相違が認め られてい
る8,14}0カ ラザ層は卵黄膜表面 を覆 う繊維層である
が,卵 白 と類 似 した タ ンパ ク質 で構成 されて い
る15～17)0
 鳥類の受精についてはほ とんどわか っておらず,





卵黄膜 は透明帯(zona pellucida)と 呼ばれ,ニ ワト
リの内層に相当し,マ ウスにはニ ワトリの外層に相
当す るものは存在 しない。透明帯に存在する糖 タン
パ ク質は精子 レセプターの機能をもつ ことが報告さ
れているがi9・20),ニワトリの卵黄膜 内層の糖タンパ

























さらに各部位を 2x2mmにカットし， 1 %食塩溶
液で1時間抽出した後 1%SDS溶液でそれぞれ 1
時間の抽出を行った。食塩抽出画分は 0.2M酢酸










































































































A. 外側からの観察図:産卵鶏の卵管は大きく上部から漏斗部(矢印 aまで)，膨大部(矢印 a~b) ，
狭部(矢印 b~c) ，子宮(矢印 c~d) に分けられる。矢印 e は総排世腔を示す。卵黄膜外層タンパグ
質の分泌部位の検索のために，漏斗部を I~圃の 3 部位(矢印 1~2 ， 2~3 ， 3~4) に，膨大部


















































パク質で，両者で内層成分の約80%を占める。 VMO-1， リゾチームおよび VMO-IIは単純タンパグ
質で， 3者で外層の約60%を占める。 aの2と3はイオン交換クロマトグラフィーにより精製した
VMO・IとVMO・I (それぞれタンパク質 5μg)を示す。 bの1は精製卵黄膜オボムシン(タンパク





ィーで分離したオボムシンサブ、ユニット S5とS8 (それぞれタンパク質 5μg)を示す。 aは5"-'30 
















































4， A とB)0 VMO-1 No. 28抗体を用いた結果，
























精製した卵黄膜および卵白オボムシン各 5mgを還元後， 20mM DTTを含む 1%SDSを溶出液とし
てゲル櫨過を行い， 3m1ずつ分画した。 280nmのUVモニターで検出して得られたピークを，それ
ぞれ SDS-電気泳動にかけたところ，矢印で示す範囲に両オボムシンに特有なサブ、ユニット S5およ
び S8がそれぞれ溶出していることがわかったので， Aの分画 No.106~118 と B の分画 No.119~
131をそれぞれ分取した。


























た4種類の抗体をそれぞれ用いて ALP(A)および ECL(B)で染色を行った。 aの1， 2および3は
精製VMO-1， 1 ng， 10 ng，および 100ngをそれぞれアプライし， VMO・1No.28抗体を用いて染色
した結果で、ある。 bの1， 2および3は精製 VMO・I，1 ng， 10 ngおよび 100ngをそれぞれアプライ
し， VMO・E抗体を用いて染色した結果で、ある。 cの lは還元した卵黄膜オボムシン (37μg)，cの
2は還元した卵白オボムシン (60μg)をアプライし， S 5抗体を用いて染色した結果で、ある。 dのl




























卵管の I~班の分泌腺中に存在する外層タンパク質を食塩 (A) ，酸 (B) ， SDS (C)で抽出し各画
分のタンパク質， 15μg相当量を SDSー電気泳動にかけ， CBB染色を行った (a)。さらに，ウエスタ
ンプロッティングを行い PVDF膜に転写し VMO-I抗体と S8抗体を用いて ALP法と ECL法で
それぞれ染色を行ったが， ALPでは弱し、陽性反応しか示さなかったため，結果から省き， ECLの結
果のみ示した。 bはVMO司 I抗体， c はS8抗体を用いて ECL染色を行った。泳動パターンの下に
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